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偽膜性大腸炎 , 一 部 の 抗生物質関連腸炎の 原因菌であ る C h油壷抗 招 =れ〝k 兢(C･ df〃fcfg) の 胞子 に つ い て ･ そ の 検
札 耐熱性に関 して C. d 抑 cfJe 有毒株30株を 用い て 検討 した ･ 30株全株が変法ブ レ
ー ン ハ ー ト イ ン フ ュ ー ジ ョ ン 培地に
て , 顕微鏡的 に は , 1 0ソml 以上 の 胞子を形成 した . しか しな が ら , 通常の 寒天培地 に お ける胞 子 の 検 出率は 2 株 の み が 1 0 %
以上 を 示 した が , 25株 に つ い て は 0.01% 以下を 示 し, 胞子 の 検出は通常の 寒天培地で は 困難 であ っ た ･ こ れ らの 胞子 の 検出率
は タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法で は 82.2 土16.4 %, リ ゾチ ー ム 法 で は 57.2 ±2l･ % であり , タ ウ ロ コ
ー ル 酸塩法 が胞子検出に , よ り有
効で あ っ た . 次 に , 4株を 用 い て 胞子に 傷害を与え る加熱温度を検討 した と こ ろ , 胞子 の 通 常 の 寒天培地 に お け る 検出率 ほ
80 ℃ 10分間加熱で急激に 低下 し , 80 ℃加熱は胞子を傷害す る こ とが 分か っ た . こ れ ら加熱傷害胞子 の 検出に つ い て タ ウ
ロ
コ
ー ル 酸塩法と リ ゾチ ー ム 法を 比較検討 した . タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法で は 90 ℃ある い は 100℃ 10分間加熱 した 吼 胞子は全く
検出されな か っ た . これ に 対 して リ ゾチ ー ム 法で は 90 ℃ 10分間加熱で は10･0～ 32■7呪 1 00℃ 加熱 で は0･2
′ ､ 一2･1 %の 胞 子が検
出 され た . すなわ ち , リ ゾチ ー ム 法は 熱傷害胞子 の 検出に 有効 である こ と が 分か っ た ･ 被験30株 に つ い て 100 ℃加熱に 対す る
胞子 の 耐熱性を , 耐熱性胞子数(リ ゾチ ー ム 法 で 測定)の 総胞子数(70 ℃ 10分間加熱後 タ ウ ロ コ
ー ル 酸塩法で 測 定)に 対する割
合 で検討 した 臥 そ の 値 は 2.5～ 30.9 % であ っ た . また , 4株に つ い て D値を 求め た が , D100値 は5･5～ 15･5分を示 した ･ 胞 子
の 耐熱性 に及ばす培養液中の 金属の 影響に つ い て 合成培地を用い て , Fe, Mg, Ca, Mn , Co に 関 して 検討 した ･ 被験 3株の い ず
れに おい ても Ca 添加培地に お い て 形成され た 胞子の 耐熱性が高く , Ca 非存在下 に お い て 形成され た 胞子の D100値 は2･1
～
3.3分 , Ca lm M 存在下に お い て形成 され た 胞子の Dl 伽値 は4.3～ 5.4分で あ っ た ■ 1殊 に つ い て 胞 子 の Ca, ジ ピ
コ リ ソ 酸
(dipicolinic a cid, D P A) 含有量を解析 した 結軋 1mM Ca 添加培地に お い て 形成 され た胞子 の Ca･ D P A含有量は CaJ無添加
の 場合に 比 べ 高か っ た . 以上 の 結果 ほ , C. 動〃正混 は , 胞子形成が良好 で , か つ そ の 胞子の 耐熱性は Cgo ∫汁f 血 m 菌種 の 中で
ほ か な り高 い こ とを示 して い る . さ らに , C. difficileh&子 に お い て Ca, D P A含有量が耐熱性 に関与 して い る こ と を示 唆 して
い る .
Key w o rds C. difficile, SPO r e, heat resista nc e, Ca , D P A
C わ∫汁fdf祝 m df〃 k 混(C. 弟〟ぬ混) は偽膜性大腸炎 ,一一 部 の
抗生物質関連腸炎の 原因菌 で ある1). 本菌 の 主 病原田子 は 2種
類 の 毒素▲ トキ シ ソ A (エ ソ テ ロ ト キ シ ソ) お よ び ト キ シ ソ B
(サ イ ト トキ シ ソ) で あると 考え られ て い る
2】
.
ヒ トの C . df〃fcJge 腸炎 に お い て ほ腸内フ ロ ー ラ と して存在
して い る C. 就什前 ね に よ る内因感染 が主 な感染経路 と考え ら
れ て い るが , 病院で の 集団発生で ほ 外国感染が 考 え られ て い
る 掴 ) . 外 因感染 で は , C. 動竹 前k 腸炎愚者糞便 か ら の C.
動作桁 ね に よ る病院環境の 汚染が原因とな る. こ の 場合, 本菌
は 嫌気性胞子形成菌 であるの で栄養型細胞は大気下 で は速や か
に 死滅す る . しか しなが ら , 菌 の 耐久塾細胞である胞子ほ大気
下でも長期間生存 し, 外困感染を引き起 こす
3)4)
. 従 っ て , 本菌
に よ る外因感染の 予防に は病院環卿 こお ける胞子の 適切 な検出
法 が必要と され る . こ の 際 , 臨床材料ある い は 病院環境 に 存在
す る胞子は物理 ･ 化学的傷害を受けて い る こ とが 考え られ , 傷
害胞子 を も検出す る こ とが 重要と な る .
C= れ〃先 払㌧ 胞子 は通常 の 培地で ほ 検出が困難 であ り , 胞子
の 検 出に ほ , 胞子 を チ オ グ リ コ ー ル 酸ナ ト リ ウ ム で 処理 を した
後リ ゾ チ ー ム 添加培地 に 植菌す る方法(リ ゾ チ ー ム 法)
6)
, ある
い は胞子 を タ ウ ロ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 添加培地 に 植菌する方法
(タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法)T)8)が 有効で ある と報告 され て い る . しか
しな が ら , い ずれ の 方法が胞子 検出に , よ り有効 で あるか は不
明の ま ま残 され て い る .
ヒ ト の C . dげJ∫cf∠g 腸炎の 治療 に ほバ ン コ マ イ シ ソ が使われ
るが , バ ン コ マ イ シ ソ 投与を 中止す る と しば しば本腸炎 が再発
す る9). 再発 の 原 困は バ イ コ マ イ シ ソ 投与に よ り C. 弟〃正涼 の
栄養塑細胞 ほ死滅す るが , 胞子 は死滅せず生存 し , 薬剤の 投与
中止 に よ り発芽 ･ 増殖す る こ とが考 え られ て い る
川)
.
以上 の 点に 鑑 み , 本研究で は I C. 動〃正混 の 胞 子の 検 臥 胞
子を傷害す る因子と して の 加熱に 対する耐熱性 に つ い て 検討 し
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Ab bre viation s: B HI, brain he art infusion; B S M, basal synthetic m ediu m ; C. botulin u m, C
botulin u m; C C F A, CyClos erine- Cefoxitin-fru ctose - aga r; C. difficile, Clo st ridiu m diJficile; C. perfringens,
Clo st ridiu m perJringen s; D P A, dipicolinic acid; G S- B HI, glu cos e a nd soluble starch-fortified B HI; m -B HI,






























































































































C . 粛〃 最ゐ 胞子の 検出お よ び耐熱性
た .
材料お よび方法
Ⅰ . 使 用 株
金沢大学医学部微生物学講座保存 の C ‥ れげk 混 有毒株30株
を用 い た .
Ⅱ . 培 地
胞子形成用培地と して ブ レ ー ン ハ ー ト イ ン フ ュ ー ジ ョ ン
(brain he art infu sio n, B HI) (B B L M ic robiolog y Syste m s･
Co ckeysvi ue, U S A) に Na2H P O4 を 0･2% の 割に 添加 した 培地
(m odifed B HI, m -B HI)
ll)を用 い た ･ 1 20℃ 15分間高圧蒸気滅菌
軋 気相 を H21 0 %, C O210 %, N280 %の 混 合 ガ ス に 置 換 し
4℃ に て保存 した . 培地を還元す るた め 置換48時間後に 使用 し
た .
胞子数 の 測定に は 0.8 % グル コ ー ス , 1･0 % 可溶性 デ ン プ ン
(和光, 大阪) 川.05 %シ ス テ イ ソ
ー 塩酸 塩, 1･3 %寒天加 B HI( 日
丸 東京) (glu c ose a nd s oLuble star ch-fortified B HI, GS-B HI)
寒天培地を基礎培地 と して用 い た .
胞子の 耐熱性 に 及ぼ す金属 の 検討 に ほ 押野
12) の 成 熟 こ基ずき
表 1 に 示 し た 合成 培地 を 基礎合 成培 地 (bas al synthetic
m ediu m, B S M) と して 用い た . 本培 地 の 作製 は沖野
12)の 方法に
準じて 行 っ た .
胞子 の ジ ピ コ リ ン 酸 (dipic olinic a cid, D P A) お よび Ca の 含
有量の 測定の た め の 胞 子形成用培地 と して は ト リ プチ ィ ケ ー ス
ペ プ ト ン (B B L M ic robiolog ySyste ms)2 %, 酵母 エ キ ス (Difc o
Labor ato rie s, Detr oit, U S A)0.5% , ト リ プ ト フ ア ン (関東 化
学, 東 京)0.01% , グ ル コ ー ス 0.2 %, シ ス テ イ ソ
ー 塩 酸塩
0.05% の 培 地 (pH 7.2) (try ptic a s eTye a St e Xtr aCt-glu co s e
m ediu m, T Y G M)を 用い た .
な お , m -B HI, 合成培地は中試験管(1 5×160m m) に 10mlず
つ
, T Y G M ほ 3,000ml 容 の フ ラ ス コ に 2,000ml ず つ 作製 し
た .
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Ⅲ . 植菌お よび 培養
m-B HI, T Y G Mへ の 植菌に は 肝片加肝 ブイ ヨ ソ16時間培養菌
液を , 各金属イ オ ン 濃度が異 な る合成培地 へ の 植 菌に は B S M
16時間培養菌液を用い た . m-B HI, 合成培地に 植菌す る場合 ,
培養菌液の 1 0■3希釈液の 0.1ml を 1 0ml の 被験培地に 植菌 し
た . T Y G Mの 場 合 , 10,1 希 釈培養菌液 0.2ml を 2,000ml の
T Y G Mに 植菌 した . 希釈 , 植菌ほ全 て 上 述の 混合 ガ ス 噴射下
で行 い , 同ガ ス 存在下で 37℃ で 培養 した . m-B HI, 合成培地 で
ほ 5 日間培養後 ‥ 胞子数を測定 した . T Y G Mの 場合, 1 4 日間培
養 した .
Ⅳ . 胞子数 の測定
1 . 培養法
被験培養菌液を 70℃ 10分間加熱後 , タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法制
あ るい は リ ゾチ ー ム 法6)に て 測定 した .
1) ダ ウ ロ コ ー ル 酸塩法
70 ℃ 10分間加熱培養菌液を , 0.05% シ ス テ イ ン 一 塩酸塩加
B H I(日 水) に て 1 0倍段階希釈 を 行 い , そ の 0.1ml を 直 径
90m m の ベ ト リ皿 に 注入 し, 56 ℃に 保温 した 0.1 %タ ウ ロ コ ー
ル 酸 ナ ト リウ ム (G R, ナ カ ライ テ ス ク , 京都) 添加G S-B HI寒
天培地 20ml を加 え 混合 し た . 固化後 37 ℃に て 2 日間嫌気
ジ ャ ー を用 い 嫌気培養を行 っ た . 培養後発育 した コ ロ ニ ー 数 を
数え る こ と に よ り培養菌液 1ml 当 りの 胞 子数を 算出 した .
2) リ ゾチ ー ム 法
70 ℃ 10分間加熱培養菌液 3容に 2 M チ オ グリ コ ー ル 酸 ナ ト
リ ウ ム (5 N NaO H溶液に よ り pH lO.0 に 調整)1容 を添加 し.
50 ℃に て30分間処理 した . 処理 培養菌液 を 上 述 の 場合 と同様
に 希釈を行い , そ の 0.1mlを直径 90m m の ベ ト リ皿 に 注入 し,
2m g/血 濃度 の リ ゾチ ー ム (和光) 溶液0▲1ml お よび 56 ℃に 保
温 した G S-B HI寒天培地 20ml を加え 混合 した . 圃化後ほ タ ウ
ロ コ ー ル 酸塩法と 同様の 手順 に て 培養を行 い , 培養菌液1ml当
りの 胞 子数を 算出 した .
2 . 顕傲鏡法
Tablel. Co mpo sitio n of ba salsynthetic mediu m(B S M)













Is ole u cin e
Pr oIin e
Aspartic a cid
Le u cin e
Cystein e
Gluta mic a ci d
Vita min s(〟g)
0.1 Thiamin e
O.1 Ca-D-Pa ntOthe n ate
O.1 Nic otin a mide
O.1 Riboflavin
O.2 Pyrido xin e





0.3 M in er als(m g)
0.3 K H2PO4
0.3 Na2H P 04
0.6 NaCl
O.3 CaCl2 ･2 H20
0.4 MgC12 ･6 H20
0.5 M nC12 ･4 H20
0.9 (N Hl)2S 0.


























A11amin o a cids e x c ept for cystein e(Ka nto Che mic al, Tokyo) a nd allvitamin s
e x c eptforbiotin(Sigm a, St. Lo uis, U S A) w er epurcha s ed fr o mW ako, Os aka ･
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細菌計算盤 (エ ル マ 光学 , 東京)を 用い , 位相差顕微鏡 に て 屈
折性胞子 を 数え た .
Ⅴ
. 胞子 の耐熱性の検討
培養菌液の 遠心 (3,500×g, 5分) 沈査を 0.05 M リン 酸緩衝液
(pH 7.0) に 懸濁 したも の を胞 子液 と した .
D 値 (胞子数嘉ミ1/1 0に 減少する の に 要する加熱時間) は , 胞
子液を 2 , 4 , 6 , 8 . 10分間加熱 した あと リ ゾチ ー ム 法に よ
り生残胞子数を測定す る こ と に よ り求め た , 90 ℃加熱 , 10℃
加熱に おけ るD値 を各 々 D｡｡, Dl｡ ｡値 と して表示 した .
Ⅵ . 胞子の 精 製
KZ 1 647株 の 4,000ml T Y G M培養菌液を出発材料 と して ,
Lab be ら
偶 の 方 法 に よ り 胞 子 を 精 製 し た . 培 養 菌 液 を
3,000×g, 20分間遠心する こ と に よ り集菌 した . 遠心 沈 査を 脱
イ オ ン 水 30ml に 懸濁 した 後 , 超 音波発生装置 U Rr200P(ト
ミ ー 精工 , 大阪) を 用 い . 200 Wに て 合計20分間(2分, 1 0回)
超音波処理 を 行 い , 菌体を 破壊 した , 破壊菌液 を 2,000× g, 15
分間遠心 を 行 い , 沈査を 脱イ オ ン 水 20ml に 懸濁 した . 懸濁液
に つ い て 500×g, 15分 間の 遠心洗浄を , 遠心上 清液が水様透明
に な るま で 繰 り返 した (計12 回). 最終遠心沈査 に つ い て 胞子の
精製度を光学顕微鏡 に て 確認 した後凍結乾燥 し, Ca, D P Aの 測
定 に 供 した .
Ⅶ . 胞子 の Ca 含量の 測定
亀井 ら
‖) の 方 法に 準 じて 胞子 の Ca 含量を測定 した . 凍結乾
燥 した 胞子 試料 1m g を 1 00ml容 の ビ ー カ ー に 採取 し, 濃硝酸
2容に 対 し濃塩酸 1容の 混合液を 10ml注加 し, 全量を ミ ク ロ
ケ ル ダ ー ル フ ラ ス コ に 移 し, 直火で 湿式分解 した . 有機物が 分
解 して内容物が完全に透明 に な っ た 時点で 分解を終了 した . 室
温ま で放冷後内容物を 100ml容 ビ ー カ ー に 移 し , ホ ッ ト プ レ ー
ト上 で蒸発乾固させ た . 0.1 N塩酸 5rnl を加 え加熱溶解 した 後
1 0ml容メ ス フ ラ ス コ に 移 し, 1 0% 塩化 ラ ン タ ン 溶液(原子吸光
分析用 , 和光) を最終渡度 が 250ppm とな る ように 加え , 脱イ
オ ン 水を 全量が 1 0ml に な る様添加 した後 , 偏光ゼ ー マ ン 原子
吸 光分光光度計日立 Z-8000(日立 , 東京) で 422.7n m の 吸収を
測定 した . な お , 使用 する器具はす べ て 5m M エ チ レ ン ジア ミ
ン 四 酢酸お よび脱 イ オ ン 水 で 洗浄 した もの を使用 した .
Ⅷ . 胞子の D P A含量の測定
D P Aの 測定 は Ja n s s e nら15)の 方法濫 従 っ た . 凍結乾燥 した胞
子試料Img を ガ ラ ス 遠心管(3.5×10c m)に 採取 し, 脱 イ オ ン 水
5ml を加え て , 1 21℃ 15分間加熱 した . 室温ま で放冷 した 後 ,
Table 2. Re c overy of C. di!jiciLe spor esin G S-B HI
agar m ediu m
-)
Reco very r ate




































A)Brain he art infu sio n s up ple m e nted with O.8 %
glu co s e. 1.0 % s oluble star ch, 0.05 % L-CyStein e･ H Cl,
and l.3% agar.
tl)(Nu mber oL spor es reco ver ed in G S-B HIチgar
m ediu m/n u mber of spor es e n u m er ated micros coplC al-
!y)×100(%).
1 M 酢酸 0.1ml を 添加 し て 1 時間室温 に 放置 し た , 放 置 後
1,500× g, 10分間遠心 した後 , そ の 上清液 4ml を試験 に 供し
た . 試薬 [ア ス コ ル ビ ン 酸 (和光)1g, Fe (N H.)2(SO.)2･6 H20
1g を 0.5 M 酢酸緩衝液(pH 5.5)1 00ml に 溶解 した 試薬] 1ml
を上 帝4mlに 添加 して 発色 させ た後 , 440n m に お け る吸 光度を
島津 ボ シ ュ ロ ム ス ペ ク ト ロ ニ ッ ク 20 A( 島津, 京都)を用い 測
定 した .
Ⅸ . 統計処理
タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法 と リ ゾ チ ー ム 法に よ る胞子 検出率の 差の
検定 に は , Stude nt の t検定 を用 い , p<0.05 を有意 と した .
成 績
Ⅰ . C . df〟 最 飽 株 の胞子形成能
m -B HI 5日 間培養菌液中の 胞子数 を顕微鏡的 に 測 定 した . 被
験30株 の 培養液 1ml当 りの 胞子数 ほ 1 08･1 ～ 10丁･▲(平均10T O)であ
り, 12株ほ 1 0
6 台, 18株 は 10
7台を 示 し, C. 斬〃訂混 株ほ 極め
て 胞子形成が良好な こ と が分 か っ た .
Ⅱ . G S- B H I寒天 培地による胞子の検出
m-B HI培養菌液を 70 ℃ I O分間加熱後 , 原液1.Omlあるい ほ
そ の10倍段 階希釈菌液 0.1ml を G S-B HI寒天培地 に 植菌 ･ 培養
する こ と に よ り胞子の 検出を試 みた . 先に 述 べ た 如く , い ずれ
の 株に お い ても培養菌液 1ml当 り 106以 上 の 胞子が顕微鏡的に
認め られ た に もか か わ らず , GS-B HI寒天培地に て検出された
胞子数は極 めて 少な く , 2株 (K Z 1 610, K Z 1660) を の ぞき ,
10
3
台/血 以下 で あ っ た . 顕微鏡法 に て 算出 され た 胞子数 を
100 % と した時の 胞子検出率を表 2に 示 した . 被験30株中25株
に つ い て は検 出率は 0.01 %以下 で あ り , 本培地で は 極め て検出
され 難か っ た . 10 %以上 の 検出率 を示 した 株は , K Z 1 660(検出
率 , 37 %) お よ び K Z 1 610(検出率, 17 %) の 2株 の み で あっ
た .
以上 の 結 果, C, dげJicfJe は 極め て胞子 形成は良好であるが ,
その 胞子 の 検 出は通常の 培地で は 困難 で ある こ と が 分か っ た .
Ⅲ . 胞子検出のた め の タ ウ ロ コ ー ル 酸壇法 と リゾチ ー ム 法 の
比較
タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法 と リ ゾチ ー ム 法 に よ る胞子 検出率を , 顕
微鏡法 に て 算出 され た胞子 数を 100 %と して , 比較する こと に
よ り両 方法の 有効性 を比較検討 した (表3).
タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法 に おけ る被験30株 の 検出率 ほ 47 %以上
で あり , 22株 が 80 %以 上 の 検出率を 示 した . 一 方 , リ ゾチ ー ム
法の 場合 , 検出率は 32 %以上 を 示 し, 80 %以 上 の 検出率を示
した株は 5株に すぎなか っ た . 両 方法を比較す る と タ ウ ロ コ ー
ル 酸塩法 , リ ゾ チ ー ム 法 お の お の に お け る 検出率 ほ 82.2 ±
Table3. Co mparis o n of ta u ro cholate m ethod a nd
lys ozym e m ethod for r e c o v e ry of C. dif!tciLe spore s
Nu mber of str ain s sho wing
rec o v ery rate
b)(%) of
M ethod)^
> 30 >40 > 50 >60 >70 >80 > 90
≦40 ≦5 0 ≦60 ≦70 ≦8 0 ≦90
Ta u ro cholate O 1 2 3 2 1 21
Lys ozym e 9 4 8 0 4 2 3
-)Referto M aterials a nd Methods.
b)(Nu mber of spo r es r ec o v er ed in G S-B HIaga r m ediu m/
n u mbe r of spore se n u m er ated mic ro s c opic a11y)×100(%)･
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16.4%( 平均値土標準偏差), 57･2 ±21･ % であり , タ ウ ロ コ
ー ル
酸塩法が統計学上有意に 胞子 検出に 有効 で ある こ と が分か っ た
(p<0･00 1)･
以上 の 結果 に 基ずき , 以後 の 実験で ほ 70 ℃ 1 0分間加熱後に




各温度で10分間処理 した 胞子を G S
-B H I培地 に て 検出する こ
とに よ り胞子 に 傷害 を与 え る加熱温度 を決定 した . 本実験 に は
G S-B HI寒天培地 で の 胞 子検出率 が 良好 な K Z1610, K Z
1660株お よ び検出率が 0.01 %以下の K Z 1648, K Z 1 628株, 合
計4株を 用い た ･
被験 4株す べ て に お い て 80℃ 10分間加熱 した とき検出率 は
明らか に 減少 した( 図1). すなわ ち . 80 ℃ 10分間加熱 した 場合
の K Z 1660, K Z 1610, K Z 1 648, K Z 1 628株 の 検出率 ほ 70℃
10分間加熱 に お ける 検出率 の 0 月5 %,1･2 %,5･0 %,5･8 % まで 減少
した .
85℃ 10分間加熱 した 時 , K Z 1 660株の 胞子は 0,0001 %の 低
い検出率 で 検出され た が , 他 の 3株 で は 胞子は全く検出され な
か っ た . 90 ℃以上 の 加熱 で は い ずれ の 株 に お い て も胞子 は 全

























Fig･1･ Re c o v ery of heat-tr eated spor e rs of C. difficile in
G S-B HI agar m ediu m. 0, K Z 16 60; ○, K Zr1610; △, K Z
1648; ▲, K Z 1 628; N D, n Otdete cted.
以上 の 結果 , 80 ℃以上 の 加熱 は 胞子を傷害す る こ と が 分
か っ た .
2 . 加熱傷害胞子の タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法に よ る検出
75℃ 以下 の 加熱で は被験 4株 の すべ て に つ い て ほ と ん ど の
胞 子は検出 され た . ( 図2). 胞子傷害温度 で ある 80℃ で 加熱 し
た 時, い ずれ の 株 に お い て も胞子検出率は顕著に減少 した . す


























Fig.2. Rec o v ery of he at-tr e ated spor e s of C. difficile by
the ta u r ocholate m ethod. 0, K Z 1660; ○, K Z 1610; △ ,

























Fig.3. Rec o v ery of he at-tr e ated spo re s′ofr-C. difficile by
the′lys ozym e m ethod. 0, K Z〉1660; ○, K Z 1 610; △, K Z
1 648; ▲ , E Z 1628.
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お の 0.05 %, 0.7 %, 2.1 %, 2.9 % ま で減少 した . 85 ℃ 1 0分間の 加
熱条件 で は , 検出率は さ らに 著 しく減少 し, K Z 1660株 , KZ
1610株 では お の お の 0.0001 %, 0.0015% ま で 減少 した . 他の 2
株 に お い て は 胞子は 全く検出され なか っ た . 90℃ 以 上 の 加 熱
で は い ずれ の 株 に お い て も胞子は全く検出され なか っ た .
3 . 加熱傷害胞子 の リ ゾチ ー ム 法 に よ る検出
4株ともに 80℃ 以下 の 加熱条件下 で ほ 胞子検出率 は減少 し
なか っ た (図3). 85 ℃加熱 で ほ K Z 16 0株を 除き , 検出率 は
や や 減少 した . 90 ℃加熱 に お け る K Z1660, K Z 161 0, KZ
16略 E Z 1 62 8株の 胞子検出率 は 10～ 32 て%で あり , 検出率の
低下 は少な か っ た . しか しなが ら , 1 00℃ で 加熱 した時 卜 胞 子
検出率 は顕著 に 減少 した . す な わ ち , K Z 1660, K Z 1 61 0, K Z
1648, K Z 1 628株 の 100 ℃加熱の 検出率ほ 2.1, 0.2,1.8,0.2 %に
すぎな か っ た .
以上 の 結 果, リ ゾチ ー ム 法ほ タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法 に 比 べ 熱傷
害胞子の 検出に は有効である こ と が 分か っ た .
Table4. Re sista n c e of C. dif!iciZe spor esto he ating at
lOO ℃ forl Omin
Perc entage
-) of spo re s
S ur V IV lng he ating




> 10. , ≦20.0
> 20. , ≦30.0





-】Totaln u mbers of spo r es w er edeter min ed by ta u ro ch-
0Iate m ethod afte r he ating at 70℃ fo r lO min, and
number s of spor es s u rviving he ating atlOO℃ forlO min
bylyso zym e m ethod.
V . C. 札伊 嵩k 胞子の耐熱性
C. df〃fcよJg 30株を 用い て 胞子の 100 ℃加熱に 対す る耐熱性
を検討 した . 本実験に お い て は胞子 数を タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法に
お い て 測定 し , 1 00 ℃加熱 に 対 して 耐性 の 胞子 は リ ゾ チ ー ム 法
に よ り測定 した . 被験全株ともに 1 00 ℃加熱後に お い ても胞子
は 検出 さ れ た . 総 胞 子数 に 対す る 耐熱性胞 子 の 割合 は
2.5～ 弧 9 % で あ り , 株 に よ り幾分相違が認め られ た (表4).
耐熱性を よ り 正確 に 知 るた め 耐熱性胞子の 割合が 1 %, 10 %,
20 %, 30 %台 の 株 の 中か らお の お の 1 株 を 選 び 90 ℃ お よ び
100 ℃加熱 に お け る耐熱性胞子数 を リ ゾ チ ー ム 法 に よ り測 定
し , 各温度に お ける D値 を求め た . D9｡値 は , い ず れ の 株も60分
以上 であ っ た が , D,00値は , 5.5 ～ 1 5.5 分 を示 し, 先述 の 成績を
確認 した (表5).
Ⅵ . 胞子の 耐熱性に及ぼす培養液中の金属の影響
Fe, Mg に つ い て は 0.01m M お よ び 1m M 添加 BSM, Ca,
Mn, Co に つ い て は 無添加お よび 1m M 添加 B S Mに お い て 形
成 され た胞子 にづ い て 3株を 用 い , そ の 耐熱性を検討 した . 加
熱 は 各金属毎 に 行 い , 1 00 ℃ 5分間加熱後 の 生残胞 子数 の
70℃ 10分間加熱耐性胞子数に 対す る割合(%) で 比較 した (表
6), こ の 際 , 胞子数は リ ゾチ ー ム 法に よ り求め た .
被験金属 5種類中 Ca を 除い て は , 低濃度 ･ 高 濃度 の 両者間
に は胞子の 耐熱性の 明 らか な差異 は認め られ な か っ た . Ca に
関 してほ Ca 不 含 B S Mに お い て 形成 され た 胞子の 1 00 ℃ 5分
間加熱後 の 生残率 は 0.2～ 2.5 % であ っ た の に 対 し て , Ca
lm M 添 加 B S Mに お い て 形 成 さ れ た 胞 子 の 生 残率 ほ
3.0 ～ 15.8 % であ り, 後者 の 方 が明 らか に 耐熱性が強か っ た .
以上 の こ とを 確認す る た め D10 0値を 求め た . K Z 1 630, E Z
1647, K Z1 748株 の 胞子 の Dl｡｡値 は Ca 不 含 B S Mの 場合 ,
Table5. He at re sita n c e of C. difficile spor e s
Str ain
Per c e ntage of spo re s
S u r VIV mg he ating at
l OO ℃for l Omin
l














-)T hes edata w e reobtained in the te st sho w nin Table 4.
Table6. Influ e n c e of m etals o nhe at r e sita n c e of C二 difficiLe spore spTOdu c ed in synthetic m ediu m
Per c e ntage
L) of spo re s s urviv lng he ating
atlOO ℃ for5 min in strain of
Co n c e ntr atio n

































































































Fotaln u mbe rs oトspo re s weredeterrni ed
･bylysozym e m ethod after heating at70℃ fo r=1 0 min.一-
C. dげJfcfJg 胞 子の 検出お よび 耐熱性
Table 7. Heat resista nc e, and Ca a nd D P A
A)
contents of C. dif!icile strain K Z
1647 spor es produ c ed in T Y G M
b)
with o r witho ut CaCl2 ad diton
Co nc e ntr atio n
of CaC12 ･2 H20
added(m M)
Co nt ent(FLg/mg spo re)
Dl｡｡V alu e(min) D P A Ca
0 2.4 32 2.3
1 4.1 52 4.7
▲)D P A, dipic olinic a cid
b)T Y G M, try Ptic as e-ye a St e Xtra Ct-glu c o s e m ediu m
各々 2.1, 2.8, 3･3分 で あ っ た が , Ca lm M 添加 B S Mに おい て
は各々 5.4, 4.3, 5.3 分で あり , 約 2倍の 値を 示 した ･
Ⅶ . 胞子の Ca, D P A含有量
K Z 1647株を 用い 胞 子 の Ca, D P A含有量を解析 した . 本解
析に 必要な胞子 を 得 る に は 大量 の 培養を要 し, B S M は不 適 で
あ っ た . それ故 , 予備実験で Ca 添加と 耐熱性 の 関係 が B S M
の 場合 と同様 に 認め られ る培地 を検索 し, T Y G Mを 用 い る こ
とと した .
解析結果を蓑 7 に 示 した . 1m M Ca 添加 T Y G Mに お い て形
成された胞子の D P A, Ca 含有量は Ca 無添加 の 場合に 比べ 高
か っ た .
考 察
ヒ トの-C. dげJfcfg 腸炎 に お い て は , ヒ ト の 腸 内 フ ロ ー
ラ 酢
凋 ) あるい は泌尿生殖器 フ ロ ー ラ1
9) と して 本菌が 存在 して い
る こ と か ら , 内因感染が主で ある と考え られ て い る . しか しな
が ら , 入院患者の 抗生物質関連腸炎患者分離 C. 弟〃正最 株の
抗菌血清に よ る凝集反応, プ ラ ス ミ ド D N Aの ア ガ ロ ー ス 電気
泳動パ タ ー ン , バ ク テ リオ フ ァ ー ジ お よび バ ク テ リ オ シ ソ 感受
性 , 可 溶性蛋白 の 電気泳動 パ タ ー ン , 菌体内蛋白 へ の
35S 標識
メ チ オ ニ ン の 取 り込み パ タ ー ン , 染色体 D N Aの 制限酵素切断
パ タ ー ン 等の 疫学的研究2
0) ～ 25)か ら , 特 に 病院で の 集団発生は外
因感染が 主 で ある と考 え られ て い る .
Kim ら
4) は病院環境に お ける C. dげJfcf′e の 存在 に つ い て詳
細に 検討 し , C. dげJfciJβ腸炎患者の 病室 , 集中治療室 で は各 々
9.3 %, 11 %, C . dげカcfJg 非保菌患者 の 病室 , 集 中治療室 で ほ
各 々 2,6 %, 2.8 % の 割 に C. み〃k 混 を検 出 して い る . C.
斬〃k 混 は嫌気性胞 子形成菌 で あ るの で , 大気下 で ほ 栄養型細
胞ほ速や か に 死 滅す る が ト 胞子 の 形 で 病院環境 に 長時間生存す
る. Eim ら
▲) は胞 子ほ 6 ケ月 間病室の 床に 生存 して い た と述 べ
てい る . すな わ ち , 外因感染 の 主 役は 胞子 で ある と考 え られ て
い る .
Borrie1lo ら
26) は家畜 , ペ ッ ト の 糞便か ら C 諭杜仲 壷 の 検出
を試み t 数% ～ 数 10 %の 割に 本菌 を検出した .
以上 の 事は病院の み な らず, 種 々 の 環境 に お い て , 本菌に よ
る汚染が起 こ り得 る事を 示 して い る . 環境 中の 胞 子 ほ 熱 , 乾
軋 ア ル カ リ , 酸 , 消毒薬 , 紫外線等種 々 の 物理 ･ 化学 的因子
によ り傷害を受け る可 能性 が ある . 外 因感染は経 口 感染で あ
り, そ の 際汚染食品 に よ る感染が重要 であり , 胞子の 耐熱性が
問題となる ,
C･ dげ葎fJg 腸炎 の 治療濫 は バ ン コ マ イ シ ソ が 用 い ら れて い
るが , バ ン コ マ イ シ ソ 投与中止後 しば しば再発す る . 再発の 頻
度は報告者に よ り異なるが , Bartlett
9)は 高率に 再発が起きる と
報告 して い る . 彼 は治療患者1 89名中46名(24 %) に 再発が お こ
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り , さ らに 再 発者46名中11名(46 %)に 2度目 の 再発が起 こ っ た
と述 べ て い る . 起炎菌ほ バ ン コ マ イ シ ソ に 感受性 で ある の で ,
本薬剤投与に よ り栄養型細胞 は死滅す るが胞子が残 り薬剤の 投
与中止 に よ り胞 子 が発芽 ･ 増殖を して 再発する と 考え られ てい
る .
以上 の 諸点を 鑑み , 本研究で は C. dげイオcrJβ 胞子の 検出 , 耐
熱性を中心 に 検討 した .
Ch 油壷甑 澗 属は 嫌気性 の 胞子形成菌であるが , 胞子形成能
は各菌種 に よ り異な り, ま た 同 一 菌種 で も菌株間に ほ そ の 胞子
形成能 に は か な り の 相 違 が み られ る
2丁卜 32)
. 本 研 究 で は C･
弟〃正涼 30株 に つ い て 顕微鏡的 に そ の 胞子 形成能 を検討 し た
が , 全株が 10ソmI以上 の 胞 子を 形成 した . こ の こ と は 本菌ほ極
め て 胞子形成が良好な菌種であ る こ と を 示 してい る.
C わ∫汗Jd 血m 属の 胞子 は 一 般 に ペ プ ト ン 培地, ペ プ ト ン ー グ
ル コ ー ス 培地 , B HI培地で容易 に 発芽 ･ 発育 し, そ の 検出に は
特別な 工 夫を要 しな い
27卜 33)
. C. dげJgcfJg の 胞 子は 上 述の 培地で
は極め て 検出 しがた い こ とほ , Io n e sc o
6)
, Raiba ud ら
34丹こよ り既
に 示 され て い る . 本研究 で ほ まず G S-B HIを 用い ての 胞子の 検
出率 を顕微鏡的 に 求 め た 胞 子 数 と の 比 較 に よ り 求 め た .
G S-B HIを 用い て の 検出率ほ 2株を 除き 1 %以下で あり , さ ら
に25株(83 %)に つ い て は検出率ほ 0.Ol %以下 で あ っ た . すなわ
ち , C. み〃た最 の 胞 子は 他の C わ∫汀idi㍑ m 菌種と較 べ 極め て 発
芽 ･ 発育し難い こ と がよ り明確 と な っ た .
胞子が コ ロ ニ ー と し て発 育 し検出 さ れ る場合 の 最初 の 過程
は , 胞 子 の 発芽に よ る栄養型 へ の 変 化で あ る . す なわ ち , 胞子
が コ ロ ニ ー と して 検出され ると い う こ と は , 胞 子 の 発 芽が 起
こ っ て い る こ と を 意味す る . 胞 子 検出 の た め の リ ゾチ ー ム 法は
1 963年 Go uld ら
35)に よ り 最初に 報告され , Io n es c o6)に よ り C･
弟〃克抽 の 胞 子 の 検出に も有効で ある こ と が 明 ら かに され た .
本法に よ る胞子 の 発芽は , チ オ グリ コ ー ル 酸ナ ト リ ウ ム が胞 子
殻蛋白の S-S 結合を切断する こ とに よ りリ ゾ チ ー ム が 胞 子 内
部 に 入 り易く し, 次い で 侵入 した リ ゾチ ー ム が コ ル テ ッ ク ス の
ペ プ チ ド グ リ カ ン に 作 用 す る こ と に よ る と 考 え ら れ て い
る 即
丁)
. タ ウ ロ コ ー ル 酸ナ ト リ ウ ム が 胞子の 発芽 に 有効な こ と
は , 最 初 , 真菌 の 〟ッェ0 〝lツC gfe∫ に つ い て 報 告
38)さ れ ,
Raiba ud ら
34) に よ っ て C. difficile e)検出 に も有効である こ と
が 示 され た . タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法に 用い られ てい る タ ウ ロ コ ー
ル 酸ナ ト リウ ム濃度(0.1 %)ほ栄養型細胞に 影響 しな い
3g)と こ ろ
か ら, タ ウ ロ コ ー ル 酸ナ ト リ ウ ム 添加サ イ ク ロ セ リ ソ ー セ フ ォ
キ シ チ ン ー フ ル ク ト ー ス 一 案天(cyclo se rin e- C efo xitin-fr u cto se-
agar, C C F Aトは糞便材料か ら の C = れ〃旋宜グ 分離 には 優れ た方




巾ま た , 環境か らの C. dJ〟ic£Jg胞
子の 検出に 際 して もタ ウ ロ コ ー ル 酸 ナ トリサ ム 添加 C C F A が
C C F A よ り優れ て い る こ とが 報告 され て い る41)4 之). タ ウ ロ コ ー
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ル 酸ナ トリ ウ ム が胞子 の 検出に 有効 な機構ほ 不 明 で ある が , 同
薬剤は胞子 殻ある い ほ コ ル テ ッ ク ス を攻撃す る表面活性剤と し
て 働い て い る と考 え られ る .
被験30株全株共に リ ゾチ ー ム 法, タ ウ ロ コ ー ル 酸塩 法の い ず
れ の 方法に お い ても 30 %以上 の 胞 子検出率を 示 した . しか し
な が ら , 検出率は リ ゾ チ ー ム 法 で ほ 57.2 ±21. %, タ ウ ロ コ ー
ル 酸塩法で は 82.2 士16.4 % であ り , タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法の 方が
胞子検出に は よ り 有効であ っ た .
胞子の 熱に 対する安定性ほ 菌種 に よ り異 な る . Cgo∫打方df祝 m
♪g rJrf乃gg 乃∫(C. ♪βrJrf柁ge 乃∫)に は 1 00℃ 加熱 に 対 して 耐性と非
耐性 の 株が 存在する が , い ずれ の 株 も 70 ℃ 10分間の 加熱 に 対
して は安定であり , 80 ℃ 1 0分間の 加熱で ほ 胞子は傷害 を受け,
そ の 検 出 率 は 低 下 す る揖) . C h油壷肋 憫｣ 如 血蘭 Ⅶ 澗 (C.
わ0丈加 加 〟m)に つ い て は A塑菌 の 胞子の 活性化温度 は 80 ℃ 1 0分
間加熱44】で あるが , E型菌 で は D 値ほ 75℃ 加熱 で急激 に 低下
する45). す なわ ち C. 占0紬Jf和弘m 胞子ほ A型薗で は 80℃ 以上 上
E 型菌 では ア5 ℃ の 加熱 で傷害 を受け ると考 え られ る . 本研究
で 示 された 如く , GS-B HIに おけ る C. 蛮〃ぬ混 の 胞子の 検出率
ほ 80 ℃ 10分間加熱 で急激 に 低下 し , 80 ℃以上 の 加熱 ほ C.
武雄前払 胞子 に 対 し傷害を与 える こ と が分か っ た .
C. 孔伊嵩 わ の 熱傷害胞子の 検出に は タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法 よ
り リ ゾチ ー ム 法 の 方が よ り有効で あ っ た . 加熱 が胞子 に 与 え る
傷害が軽度 の 場合 , コ ル テ ッ ク ス に 存在する自 己融解酵素が 不
活化 され , さ ら に 傷害が 進行する と コ ア に 存在す る蛋白質 , 核
酸が 変性 し, 死滅す る . リ ゾ チ ー ム 法 で は 先述 の 如 く よ リ ゾ
チ ー ム が コ ル テ ッ ク ス 中の 不 活化 され た 融解酵素 の 働きを補
い , 発芽を 活発す る と考 え られて い る .
リ ゾチ ー ム法 に よ り C. dげJよc∫gg30株の 耐熱性 を検討 した結
果 1 100 ℃ 10分間加熱後に お い ても胞子数(70 ℃ 10分間加熱後
の 胞子数) の 2.5～ 30.9 % が生残 した . さ ら に 4 株 に つ い て
D｡｡, Dl｡｡値 を 求 め た 結果 , D｡｡値 ほ6 0分以 上 , Dl｡｡値 は 5.5～
15.5分で あ っ た . Cgo ∫けfd∫㍑m 菌属 の 中 で 耐熱性 が強 い 耐熱性
C. 夕eげrf乃ge 乃∫の Dl¢0傾が 6 ～ 17.6 分 で ある こ と を考 え る と ,
C. 弟〃正混 は か な り耐熱性 の 強い 菌種で ある と言え る .
胞子に 耐熱性 を与 え る 因子 と して は , 胞子 の Ca, D P A含 量
もま た重要な 因 子と考 え られ て い る48). 本研究 で ほ Ca を 含 め
5種類の 金属に つ い て胞 子の 耐熱性に 与え る影響に 関 して 合成
培地 を用 い て 検討 した が , Ca に つ い て の み 耐熱性 へ の 関与 が
示唆され た . Ca 不 含培地に お い て 形成され た 胞子 の Dl｡0値 ほ
2.1 ～ 3.3 分 , Ca lm M 添加培地に お い て 形成 さ れ た 胞 子 の
Dtoo値は 4.3～ 5.4 分 で あり , 被験 3株 の い ずれ に お い て も Ca
添加培地 に お い て 形成 され た 胞子 の 耐熱性 が高 か っ た . さ ら
に , 一 株に つ い て Ca, D P A含量を検討 した時 , Ca を 添加 した
場合の 方が そ れ らの 含有量ほ高か っ た . Ca 非添加 に お い て も
Ca が検 出され た が , 培地に 加 えた ペ プ ト ン , 酵 母 エ キ ス 中に
微量の Ca が 含 まれて い た た め と考 え られ る . Ca 含量に つ い て
は 高い 方 が耐熱性が高 い こ と が 示 され て お り49 ト 印, C. dよ〃 h 混
の 場合も同様 の 結果が得られた . D P A と耐熱性 の 関係 に つ い
て は , そ の 量 は耐性 と関係 しない とす る報告 と , 関係す る との
報告が あり 一 致 しな い 珊封)55). C. 弟〃正混 の 場合は上 述 の 如く ,
D P A含量 の 高 い 方が 耐熱性が高い と思わ れ る . すな わ ち , C .
difficile 胞子に お い て も D P A, Ca 含有量が耐熱性 に 関与 して
い る一こ とが推察 きれた:L
胞子の 耐熱性に ほ胞子の 含水量, コ ア の 物理化学的構造 が
'
関
与 して お り鯛) , C･ 斬〃ね最 の 高い 耐熱性の 磯序の 解明に は そ う
い っ た 方面か ら の 検討 が必 要 と思わ れ る.
結 論
C. 弟〃甘 地 の 胞 子 に つ い て , そ の 検出お よ び 耐熱性に つ い
て有毒30株を 用 い て 検討 し, 次の 結果を 得た .
1 . 被験30株共 に m -B HI培地 に お い て , 光学顕微鏡的に ほ ,
10ソml以上 の 胞子 形成を 示 した が , 胞子の 検 出ほ通常 の 培地で
は困難であ っ た .
2 . タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法 と リ ゾ チ ー ム 法に よ る胞子検出率を
比較検討 した と こ ろ , タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法の 方が胞子検出に 有
効 であ っ た .
3 . 4株を 用 い て胞子に 傷害を与え る加熱温度 を検討 した と
こ ろ , 80 ℃加熱は胞子を傷害す る こ とが 分か っ た . ま た , 加熱
傷害胞子 の 検出に は リ ゾチ ー ム 法 が有効であ っ た .
4 . 被験全株 とも に 1 00 ℃ 10分間加熱に 対 し耐性 を示 し, 耐
熱性胞子数の 総胞子数に 対す る割合は ▲ 2.5 ～ 30.9 % であ っ た .
ま た , Dg｡値 ほ 一 60分以上 , D.｡｡値 ほ , 5.5 ～ 1 5.5 分を 示 した .
5 . 胞子の 耐熱性に 及ぼす培養液中の 金属の 影響に つ い て 3
株 を用 い て 合成培地に て 検討 した結果 , Ca 不 含の 場合に 比べ ,
Calm M 添加培地に お い て形成 され た胞子の 方が , 耐熱性が 高
か っ た .
6 . K Z 1647株 を用 い 胞子 の Ca, D P A含有量を解析 した 結
果 , 1m M Ca 添加 T Y G Mに お い て 形 成 さ れ た 胞 子 の Ca,
D P A含有量ほ Ca 無添加の 場合に 比 べ 高か っ た .
以上 の 結果ほ , C. 就〃k 舶 ほ胞子形成が良好で , か つ そ の 胞
子 は 耐熱性 が強 い こ と を 示 して い る . さ ら に C= 斬〃滋宜e 胸子
の 耐熱性 に Ca, D P A含有量 が関与 して い る こ と を示 酸 して い
る .
謝 辞
稿を終 える に臨み , 終始御懇篤なる御 指導御校閲を賜 り ま した恩師中
村信 一 教授 に衷心 よ り深甚な る謝意を表 します . また , 原子吸光法 につ
い て御指導戴 きま した 本学薬学部衛生化学講座 , 宮崎元一教授ならびに
統計学的検討 に つ い て御指導戴きま した 本学歯科 口 腔外科学講座, 岡部
孝 一 講師に深く感謝致 し ます . さらに , 本研究 の遂行に あた り多大な御
協力を戴きま した 教生物学教室の 諸先生方に厚く御礼 申し上げま す.
文 献
l) Ba rtlet t, J. G. : Antibiotic-aS SO Ciated ps e udo m e mbra n-
O u S C Olitis . Re v. Infe ct. Disリ 1, 530-539(1 979).
2) Lyerly, D. W . , Kriv a n, H. C. & Wilkin s, T . D . :
Clo siridiu m diffictle :its dise a s e a nd to xin. Clin . M icr obiol.
Re vリ 1, ト1 8(1988).
3) Muuiga n, M . E . , Rolfe , R. D . , Fin egold, S. M . &
George, W . L . : Co nta min atio n of a ho spital e nvir o n me nt
by Clostridiu m difficile . Curr. M icr obiol. , 3, 173-1 75(1979)･
4) l(irn, K. H . , Fekety, R . , Bat ts, D . H . , Br o w n, D. ,
Cudm o re, M . , Silv a, Jr. J. & Wate rs, D. : Is ola_tio n of
Clo stridiu m difficile fro m the e nvir o n m e nt c o ntacts of
patie nts with antibiotic
-
aSS O Ciated colits. J. Infe ct. Disリ 143,
42-50(1981).
5) ,Te sto r e, G . P . , Pa nto sti, A . ,Cerqu etti, M . , Babudieri,
S . , Pa nichi, G. & Gia nf ri･11i, P . M . : Evide n c efor cros s-
infe ctio n 壷 a n･O utbr e akL of･Clo stridiu m difficile-aS S OCiated
C. 動伊前払 胞子の 検出 およ び 耐熱性 15 1
diarho e ain a s urgic al u nit. J･ M ed･ M ic robiolリ 26, 125-128
(1988)･
6) Ion es c o, H ･ : Initiatio n de la ger min atio n des spor e s
de Clo stridiu m difficile parle lyso zym e. C. R. Ac ad. Sci.
(D)(Paris), 287, 659-661(1 978)･
7) Raibaud, P ･ , Du clu z e a u, R ･ , Dubo s, F･ , Huda ult, S･ ,
Be w a, H. & Mulle r, M . C. :Impla ntatio n of ba cteria fr o m
the dige stiv etr a ct of m an a nd v ario u s a nim als into gn otobi
-
otic mic e. Am . J. Clin. Nutr. , 33(Sup pl.), 2440-2447(1 980).
8) Wils o n, K. H ･ , Ke n n edy, M . J. & Fekety, F . R. :
Us e of s odiu m ta u ro cholate to e nha n c e spor e r e c o v ery o n a
m ediu m s ele ctiv efor Clo stridiu mdifficile.J. Clin . M icr obioIり
15, 443-446(1982).
9) Ba rtlett, J. G. : Tr e atm e nt of a ntibiotic-a SS O Ciated
pse udo m e mbra n o u s c olitis･ Re v･ Infect･ Dis･ , 6 (Sup pl･ 1),
s235-S241 (19 84).
10) Fin egold, S. M . & Ge o rge, W . L. : T her ap ydir e cted
again st Clo stridiu m difficile a nd its to xin s : C O mplic atio ns of
ther ap y. In R. D. Rolfe & S. M . Fin egold(eds.), Clostridiu m
difficile :Its Role in Intestin a.1 Dis e a se, p341
-357, Ac ade mic
Pr es s, Sa nDiego, 1988.
11) Naka m u r a, S . , M ika w a, M . , Naka shio, S. ,
Takabatake , M . , Okada, l. , Ya m aka w a, K. , Se ri ka w a,
T. , O ku血u ra, S. & N ishida, S. : Is ola.tio n of Clo stridiu m
difficile fr o mthe fe c esand the a ntibody in s er a of yo u ng
a nd elderly adults. M icr obiol. Im m u n ol. , 25, 345
-351(1 981).
12) 沖野善則:C 如拙 溺 ∽ 拍廿 砕 兢 の 胞子形成に 及 ぼす ア ミ
ノ 酸の 影響 . 十全医会誌 , 101, 68-78(1 992).
13) Lab be, R. G. & Du n c a n, C. L. : Gr owth fr o m spor e s
Of Clo stridiu m perfringe n sin the pre s e n c e ofs diu m nitrite.
Ap pl, M icrobiolリ 19, 353- 59(1970).
14) 亀井俊郎 , 上 門英明 , 金子京子 , 中井芳江 , 佐藤 順: 生
乳か ら分離され た βαC∫JJ祝∫ ∫㍑如f～f∫ 胞子 と βαC′肋 ∫ C ♂r e㍑∫胞
子の カ ル シ ウ ム , ジ ピ コ リ ン 酸含量に 及ぼ す胞子形成培地の 影
響, 防菌防徴 , 19, 445-450(1991).
1 5) Ja n ss e n, F. W . , Lu nd, A . J. & Ander s o n, L. E. :
Colorim etric a ss ay for dipic olinic a cid in bacterial spor es.
Scie n c e, 127, 26-27(1958).
16) Vis ci di, R. , Wi11ey, S. & Ba rtlett, J . G. : Isolatio n
r ates a nd to xige nic pote ntialof Clo slridiu m difficileis olates
fr o m v ario u spatie nt populatio n s. Ge stro e nterolog y, 8l, 5-9
(1981).
17) Ge o rge, W . L . , Rolfe, R . D. & Fin egol d, S . M . :
Clostridiu m difficile a nd its cytoto xin in fec e s of patie nts
With a nti microbialage nt-a SS O Ciated diarrhe a and mis c e11a ne oL
usc o ndito n s. J. Clin. M icr obiol. , 15 , 1049-1053(1982).
18)L Sta rk, P. L . , Lee, A . & Pa rs o n age , B , D. : Colo niz at-
ion of the large bo w el by Clo stridiu m difficile in healthy
infants : qu a ntitativ e study. Infe ct. Im m u n. , 35, 895-899
(1982).
19) Hafiz, S. , McEntega rt, M . G. , Mo rto n, R . S. &
W aitkin s, S. A . : Clostridiu m difficile in the ur oge nital
tract of m ale s a nd fe m ales. La n c et, 1, 420-421(1975).
20) Wu st,LJ. , Sulliv a n, N. M . , Ha rdeg ge r, U. & W ilkin s,
T . D. :Inv e stigation of a n o utbr e ak of a ntibiotic-a S SO Ciated
C Olitis by v ario u styping m ethods. J. Clin . M icr obiolリ 16,
1 096-11 01( 982).
21) Clabots, C. S . , Gerding, D . , Mu11igan, M . , Kw ok,
R . , Schabe rg , D. , Fekety, R . & Reters o n, L .: C
difficile pla smi d isolatio n as a n epide miologic to ol. Eur. J.
Clin. M ic robiol, Infect. Disリ 7, 312-315(1988).
22) Po xto n, Ⅰ. R . , Aro n ss o n, B . , Moll by, R . , No rd, C .
E . & Colle e, J. G . : Im rn u n o chemic al fingerprinting of
Clo stridiu m difficile strain sis olated fr o m a n o utbr e ak of
a ntibiotic-a SOCiated colitis a nd diarrho e a. J. Med. M icrobiol. ,
17, 31 7-324(1 984).
23) Tabaqchali, S . , Hola nd, D . , 0
'
Fa r r eu, S. & Silm a n,
R . : Typing s che m eforClostridiu m dijficile :its ap plic atio n
in clinic al a.nd epide miologic al studie s. La n c et, 2, 935-938
(1 984).
24) Kuijpe r, E . J. , Oud bier, J. H . , Stuifbe rge n, W . N.
H . M . , Ja n sz, A. & Za n e n, 11. C. : Ap plic atio n of whole-
C e11 D N Ar estrictio n e ndo n ucle as epr ofiles to the epide mioト
Og y Of Clostridium dtfficile -indu c ed diarrhea . J. Clin .
M icr obiol. , 25, 751-753(lg87).
25) I)e vlin, H. R . , Au, W り Fo u x, L. & Brad bury, W .
C . : Re strictio n e ndo n u cle a se a n alysis of n os o c o mial is olate s
Of Clo stridiu m difficile. J. Clin. M icr obiol,, 2 5, 2168-2172
(1987).
26) Bor rie1lo, S. P . , Ho nou r, P. , Tu r n e r, T. & Barclay,
F . : Ho u seholdpets as apote ntialr es er v oir for Clo stridiu m
difficileinfe ctio n. J. Clin . Pathol., 3 6, 84-87(1983).
27) Ta m ai, K . & N ishida, S . : Ta x o n o my of Clo stridiu m
bife r m e ntans a nd Clo stridiu m so rdellii. Ⅰ . To xige nic a nd
SpOr ulating po te n cie sin substr ain s of a Clo stridiu m so rdellit
Str ain. J. Ba cteriol. , 88, 1647-1651( 964).
28) Ya m agishi, T. , Ishida, S. & Nishida, S. :Is olatio n of
to xige nic str ain s of Clo stridtu m perfringe ns fro m soil. J.
Bacteriol. , 88, 646-652(1964).
29) Nish ida, S. & Nakagaw ar a, G .: Relatio n ship betw ee n
to xige nicity a nd sporulating poten cy of Clostridiu m n ovyi. J.
Ba cteriol., 89, 993-995(1 965).
3 0) San ada , I. & Nish ida , S . : Isolatio n of Clo stridiu m
tetanifro m s oil. J. Ba cteriol. , 8 9, 626- 29(1965).
31) Sebalt, M . & Schaeffer , M . P. : To xige n es e et
spor ulatio n chez Clostridiu m histolytic um . C. R. Ac ad. Sci.
(Paris)(Gr o up 13), 260, 5398,5400 (1965).
32) Naka mur a, S . , Se rikaw a, T . . Ya m aka w a, K . ,
Ni$hida, S. , Ko z aki, S. & Sakagu chi, G. : Spor ulatio n a nd
C2tO Xin produ ctio nby Clostridiu m botulin u mty pe C str ain s
produ cing n o CltO Xin, M icr obiol. Im m u n ol. , 22, 591-5g6
(1978).
33) Hickey, C . S . & John s o n, M . G . : Effe cts of pH
shifts, bile salts, a nd glu c o se o n spo rulatio n of Clo stridiu m
Pe rfringe n sNc T C 8798, Ap pl. En vir o n. M icrobiol., 4l,
1 24-129(1 981).
34) Raiba ud, P. , Ducluz ea u, R. , M u11er , M . C. & Sa cq1 et,
E . : Le ta urocholate de s odiu m, facte u rde ger min atio ntn
152
vitr o etin viv o, da nsle tube dige stif d
'
a nim a u x gn oto xさn-
iqu e s
"
, PO u rle s spor esde c ertain esba ct6ries a n a6robie s
strictes iso16e s de f6c e s hu m ain e s et anirnale s. An n.
M icr obiol. (In st. Pa ste u r), 125 B, 381-391(1974).
35) Go uld, G. W . & H itchin s, A . D. : Se n sitiz atio n o王
ba cterial spo re stolys ozym e a nd to hydr oge n pero xide with
age nts which r uptu r edisulphide bo nds. J･ Ge n･ M icr obiolり
33, 413-423(1963).
36) Go uld, G. W . & Hitchin s, A . D . : Germin atio n of
spor eswithStrange a nd Dark
'
s spor elytic e n zym e･ In L･ L･
Cam pbell & H. 0. Halv o rso n(eds.), Spor esⅢ, p213-221,
Am e ric a nSo ciety王orM icr obiolog y. An nArbor, 1965･
37) Go uld, G . W . & King, W . L. : Actio n and properties
of spore gerrni atio n e n zym e s. Jn L. L. Ca mpbe11(ed･),
Spore sⅣ, P2 76
-286, Am e ric a n Society for M ic r obiolog y,
Bethesda, 1 969.
38) Elliott, E . W . : T he s w ar m
- C ells of Myェ o myc ete s.
Myc ologia, 41, 1 4 ト170(1949).
3 9) Wils o n, K . H . : Efficie n cy of v a rio u sbile salt pr epar a,
tio n sfo r stim ulatio n of Closiridiu m difficile spo reger min a-
tio n. J. Clin . M ic robiol. , 18, 1017-1019(1983).
40) W ils o n, K . H . , Ken n edy, M . J. & Fekety, F. R. :
Us eof sodiu m ta u ro cholate to e nhan c e spor e r e c o v ery o n a
m ediu m sel ctiv efo rCLo stridiu m diHicile. J. Clin . M icr obi-
01. , 15, 443-446(19 82). .
41) Bug g y, B . P . , W ils o n, X . H. & Fekety, R . :
Co mpa ris o n of m ethods for r e c ov ery of C
dijficilefr o m a n e n vir o n m e ntal s urfa ce･ J･ Clin･ M icr obiol･ .
18, 348-352(1983).
42) Bug g y, B . P. , Ha wkin s, C . C. & Fekety, R . : Effe ct
of adding sodiu m ta u ro cholate to s electiv e m edia o nthe
r ec o v e ry of CLostridiu m dijficile fro m e n viro n m e ntal
s u rfa c e s. J. Clin. M icr obiol. . 2l, 636- 37(1985).
43) Nishida, S. , Se o, N . & Nakaga w a, M . : Spo r ulatio n,
he at r esista n ce. a nd biologica.1 prope rtie s of Closlridiu m
♪erfringe ns . Ap pl. M icr obiol. , 17, 303- 09(1969)･
44) Smi th, L. D. S. : Botulis m, p34-63, Charle sC T hom as
Publisher, Springfield, 1977.
45) Robe rts, T . A . & Gibs o n, A . M . : T he r ele v an c e of
Clostridiu m botulin u m ty pe C in public he alth a nd food
pro c e ssing. J. Fo od Te chn ol･ , 14, 21 ト226(1979)･
46) Roberts, T. A. : He at a nd r adiatio n r e sista n c e a nd
a ctiv atio n of spor e s of Clo stridiu m w elchii･ J･ Ap pl.
Ba cteriol. , 3 l, 133-1 44(1968).
47) Weis s, K . F. & Strong, D. H . : So m epr operties of
he at-r eSista nt a nd he at-S e n Sitiv e str ain s of Clo stridiu m
♪e rfringe n s. Ⅰ. He atr e sita n c e a nd to xige nicity･ J･ Bacteriol.,
93, 2 ト26(1 967).
48) 蜂須賀義悦 : 芽胞学 , 第 1版 , 170-190頁, 東海大学出版
会 , 東京 , 1988.
49) Lu ndgr e n, D . G . & Co o n ey, J. J. : C he mic a,l a n alyse s
of aspor oge nic m uta nts of Ba cilLus c er eu s▲ J. Ba cte riol. , 83,
1287-1293(1962).
5 0) Sugiya m a, H . : Studies o nfa ctor s affe cting the he at
r esista n c e of spore s of Clo stridiu m botulin u m. J. Ba cteriol. ,
62, 引 -96(1951).
5 1) Gr elet, N . : Le dete r minis m ede la spo rulatio n de
Bacillu s m egathe riu m . Ⅳ c o n stitu a nts min6r au x du milie u
Synthetiqu e ne ce s sair e s ala spor ulatio n. An n. In st･ Paste ur. ,
83, 71-79(1 952).
52) A m aha , M . & Ordal, Z. J. : Effe ct of div ale nt c ation s
in the spor ulation m ediu m o nthe the r m al de ath rate of
Ba cillu s c o agula n s v a r. J. Ba cteriol., 74, 596- 04(1 957).
53) Bla ck, S. H . , Ha shim oto , T. & Ge rha rd t, P. :Calciu m
r ev er s alofthe he at su sc eptibility a nd dipc olinate deficien cy
of spore sfor m ed
"
e ndotr ophic ally
"
in w ater. Ca n. J.
M ic robiol., 6, 21 3-224(1960).
54) Le vin so n, H . S. : So m eger minatio nfa ctors of m es op
-
hilic spor efor m ers, In H. 0. Halv ors o n(ed.), Spor esⅢ,
p1 4
-23, Burge s sPublishing Co mpa ny, M in n e apolis, 1961･
55) C hu r ch, B . D. & Halvo rs o n, H . : Depe nde n c e of the
he at re sita n c e of ba cterial e ndospor es o ntheir dipic olinic
acidc o nte nt. Natu r e, 183, 1 24-1 25(1 959).
C諭 肛柾 砲 胞子 の 検出お よ び 耐熱性 153
Rec ov ery a nd He at Resista n ce of Spores of Clostridiu m dWcile M as ar uM iyata, Departm e nt of Bacteri0logy,
Scho olof Medicin e, K an a Z a W aUmiversity, K an a Z aW 920
-
J. Ju z e nMed Soc. ,103, 14
-
153(1 94)
Key words C. d柳cile,SpOre,he atre sist an Ce, Ca, D PA
A bstr act
Rec o very and heatresitanc e ofspores ofClostridiu md郷cile(C･ d折cile), Whichis the c ause ofpseudo m e mbra n ous
c olitis and so m e c ases of antibiotic- a SS O Ciated diarfhea, W e r e eXam ined uslng 30tox lgemic strain s. N umbers ofm ore than
106/m10fspores w ere obse rv ed microscopically inal1strain sin m odi fied brain heartinfusion cultures･ Re c o v eryrat es ofthe
spores, ho w e ver, W erequlte pOOrin ordinary gr owth m ediu m;the rec overy rate swer eless血 an0･01% in 25 strains and in
only2strains m orethan 10 %･ T hesespores w erem o re e晩ctively rec overed by a ta ur OCholate m ethod thanbyalysozyme
m ethod. The m e an Valu es ofrec ov eryrates w ere82.2 ±16.4% in thefbr m er and 75.2±2 1.1 % inthelater. Byin cubation of
heat-tre atedsporesin ordin ary gr OWth m edium , the te mperatur ewhich injtu edspore swa sdeter minedin 4strain s･ W ithall
s&ainsthere w as a considerabledecline in the reco veryrates of their spores whenheated at80℃forlO min, Showintgthat
the dete rmin ativ ete mperature Which injuredspores w as80℃ . Whendle ta urOCholate m ethod and lys ozym e m e血odw ere
e x aminedforthe rec overy of he aトtreatedspores,it w a s sho wnthat thelatteris m or eefftctivethan thefor m er;Viable spores
ofal1strainsinjured at90℃ orlOO℃forlOmin c ouldnot be re c ove r ed at allby the taur och late m ethod, While, by the
lysozyme m ethod, 10-32% of injuredsporesheatedat90℃ forlO min, O rO･2-2･1% of those at lOO℃ forlO min w ere
rec overed. To ex amineresistan Ce Ofsporesagainstheating at l00℃, C ultures of al130strains w ereh ated atl 00℃forlO
min and 血e n u mbers of viable spores, Which w eredeter mined bythelys ozym e m e也od, W er e C O mPared wi 血 n umber of
sporesdeter mined by thetauro cholate m ethodafterheatingat70℃forlO min･ ｢me ratios ofspores resistan t ag instheating
atl00℃ to thoseresistant againstheating at70℃ r angedfro m2.5to30.9 %. T he Dl 00Valuesrangedh
･
O m2･1to35･5 minin
4 strains tested. T be e蝕 cts of m etals, Fe, Mg, Ca, M n and Co, O nheatresitan Ce Of spores w ere e x amined by uslng a
syn血etic m ediu m･ In al1 3stmin stested, heat resistan Ce W aShigherin sporespr oducedin the presen ce of lm M Ca than
thosein the abs enc e ofCa;the Dl 00Values w ere2･1-3･3 minin the absence of and4･3-5･4 minin thepresence ofl m M Ca･
Fu rther,Ca andthedipicolimic acid(D P A)c ontents ofsporeswer e m e as ur edin o ne strainin r elatio nto heatresi t an Ce･ Tbe
Ca and D P Ac o ntentswer ehigherin sporesprodu ced in the presen ce ofCa thanin thoseprodu ced in dle abse nce ofCa･
T hese負ndingsindicate that C. d郷 Cile strains spo ru1ate readily, and thatthe spores ar efairly highly heat-r e Sistant am ong
Clostridiu m speCleS･ In addition, itis sug gested that the D PA and Ca co ntents mightbe associated with he at resist an Ce Of
SpOre S Of C. d郷C鮎 ･
